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Les insectes causent sur certaines cultures des dégâts 
considérables, obligeant à une utilisation massive 
d'insecticides chimiques. Les conséquences 
sur l'environnement et sur les équilibres écologiques 
sont telles qu'elles rendent nécessaires une évolution 
importante des approches de la protection phytosanitaire. 
Le transfert de gènes codant pour des protéines 
entomopathogènes permet la création de variétés de riz 
et de cotonnier résistant à certains de ces ravageurs.
S i la sé lec t ion  c lass ique a per­m is  des  a m é l io r a t io n s  très  s ig n i f i c a t i v e s  des r iz  et des 
cotonniers en part icu lie r pour le ren­
d e m e n t et la q u a l i té  des p ro d u its ,  
c e r ta in s  p ro b lè m e s  posés pa r ces 
d e u x  c u l t u r e s  s o n t  d i f f i c i l e m e n t  
accessibles aux méthodes classiques 
d 'am é lio ra t ion  variétale. C'est le cas 
de la résistance aux ravageurs et plus 
p a r t ic u l iè r e m e n t  a u x  insec tes . Si 
a u c u n e  m é th o d e  de  lu t te  n 'é t a i t  
a p p l iq u é e ,  40  %  de la p ro d u c t io n  
co to n n iè re  m o n d ia le  serait perdue. 
Les lé p id o p tè re s ,  p r in c ip a le m e n t  
Helicoverpa armigera, Helicoverpa zea, 
H e lio th is  virescens  et P ectinophora  
gossyp ie lla , sont à l 'o r ig in e  de plus 
de 70 %  des pertes. Pour le riz, des 
insectes foreurs des tiges, également 
de l 'o rd re  des lé p id o p tè re s ,  o c c a ­
s io n n e n t  des pertes de 10 à 30  % 
selon le degré d ' in tens if ica tion  de la 
culture. De plus, l 'ob jec t if  d 'augm en­
tation de la p roductiv ité  favorise une 
u t i l is a t io n  de p lus en p lus massive 
de  p r o d u i t s  c h im iq u e s ,  to u jo u r s  
polluante, et ne permet pas l 'é tablis ­
sem en t d 'u n e  a g r ic u l tu re  d u ra b le  
(SAVARY et TENG, 1994).
Les insecticides ch im iques ont long ­
temps été considérés com m e la seule 
m éthode de lutte. Néfastes pour les 
é q u i l ib r e s  b io lo g iq u e s ,  ra re m e n t  
sélectifs, ces pesticides détruisent les 
inse c te s  d é p ré d a te u rs  m a is  aussi 
leurs ennem is naturels. Leur em p lo i 
in tens if  a p ro vo q u é  l 'a p p a r i t io n  de 
résistances chez les insectes ciblés et 
a condu it à une augmentation consi­
d é r a b le  des  d o se s  u t i le s .  Par 
exe m p le , près de 30 %  du m arché 
m ond ia l des insectic ides ch im iques 
sont consacrés à la p ro tec tion  de la 
cu lture cotonnière.
D e p u is  q u e lq u e s  années , a f in  de 
c o m b a t t re  les e ffe ts  de ces t r a i te ­
ments  abusifs , le c o n c e p t  de lu t te
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La bactérie Bacillus thuringiensis 
et la création de plantes transgéniques 
résistant aux insectes
Découverte pour la première fois en 1902 au Japon dans un élevage de vers à soie, la 
bactérie B. t. fut isolée à nouveau et identifiée en Thuringe (Allemagne) par BERLINER, 
en 1911, à partir d'une population de teignes de la farine.
B. t. synthétise des toxines entomopathogènes
B. t. est une bactérie gram-positive, qui synthétise, lors du processus de sporulation, 
des inclusions cristallines entomopathogènes. La structure cristalline de l'inclusion 
résulte de l'assemblage de sous-unités, les protoxines, également appelées 3-endo- 
toxines. La plupart des souches de B. t. produisent plusieurs protéines cristallines 
différentes. Les mêmes protéines cristallines peuvent être présentes dans des souches 
différentes. Les 9-endotoxines Cry sont très spécifiques.
Au moins 40 gènes codant pour des protoxines ont été isolés et séquencés à partir d'un 
grand nombre d'isolats de B. t. Une classification de ces gènes a été établie (HOFTE et 
WHITELEY, 1989). Elle est fondée sur les homologies de structure et sur la spécificité 
de la toxine protéique. Les gènes sont regroupés en quatre classes majeures : cryl, 
cryll, cry lll et crylV, elles-mêmes subdivisées en sous-classes. De nouvelles toxines 
sont régulièrement identifiées.
Les 9-endotoxines sont dissoutes dans l'intestin de l'insecte (à cause du pH alcalin). 
Elles sont ensuite activées par des protéases intestinales qui clivent la protoxine pour 
donner un plus petit polypeptide, correspondant à la toxine elle-même. La toxine agit 
en se fixant à la surface des cellules de l'épithélium de l'intestin moyen, elle entraîne 
ensuite des lésions qui conduisent à la destrucion des cellu les et à la mort de 
l'insecte.
Utilisation de B. t. pour la création de plantes résistant aux insectes
L'avantage majeur de cette utilisation est sa totale innocuité pour les êtres humains, les 
mammifères et la faune biologique non ciblée. L'emploi des souches de B. t. comme 
biopesticides en pulvérisation —  réalisé depuis plus de 30 ans avec différentes formu­
lations de souches de B. t. — reste relativement réduit, essentiellement à cause de la 
faible rémanence au champ.
La stratégie des plantes transgéniques permet d'obtenir la production de la toxine par 
la plante elle-même. L'ensemble de la plante est protégé, en particulier contre des 
insectes, comme les foreurs, attaquant des parties difficilement accessibles par pulvé­
risation. L'insecte subit l'effet de la molécule dès les premiers stades larvaires. Le sys­
tème est inoffensif pour l'environnement, car le produit est maintenu dans les tissus de 
la plante.
Un certain nombre de toxines ont été testées sur les principaux ravageurs du cotonnier 
et du riz : il est donc possible de savoir quels sont les gènes à introduire dans le 
génome de ces deux espèces (tableau 1 ).
Tableau 1. Les toxines actives sur les principaux ravageurs du riz et du cotonnier.
Insecte Type de ravageur Toxine active
Cotonnier
Spodoptera littoralis 
Helicoverpa armigera 
Pectinophora gossypiella 
Cryptophlebia leucotreta
Riz
Chilo suppressalis
lépidoptère phyllophage 
lépidoptère carpophage 
lépidoptère carpophage 
lépidoptère carpophage
lépidoptère foreur
CrylC
CrylA(b), CrylA(c) 
CrylA(b), CrylA(c) 
CrylA(b), CrylA(c)
CrylA(a), CrylA(c), CrylB
i n té g ré e ,  o u  I n te g r a te d  Pest 
M a n a g e m e n t ,  a été d é v e lo p p é .  Il 
im p l iq u e  de c o n ju g u e r  to u te s  les 
méthodes susceptib les de préserver 
les cu ltu re s  : les te ch n iq u e s  c u l t u ­
ra le s ,  le c o n t r ô le  b io lo g iq u e ,  
l 'e x p lo i ta t io n  des ca ra c té r is t iq u e s  
génétiques de la plante (la recherche 
de variétés résistantes) et l 'a p p l ic a ­
t io n  d ' in s e c t ic id e s  c h im iq u e s .  La 
m ise en p lace  d 'u n  p ro g ra m m e  de 
lutte intégrée est complexe et réclame 
une  e x c e l le n te  c o n n a is s a n c e  des 
méthodes u ti l isab les, des ravageurs 
et du con tex te  ag roéco log ique . Les 
techn iques de génie  génétique, qui 
permettent le transfert et l 'expression 
de gènes codan t pour des protéines 
entomopathogènes, sont au jourd 'hu i 
exploitées pour la création de varié ­
tés résistant aux insectes ravageurs.
Avec les technologies de transforma­
tion génétique, le chercheur manipule 
« d i r e c te m e n t  » le g é n o m e . A lo rs  
qu 'i l  ne pouvait exploiter que la seule 
v a r ia b i l i t é  e x is tan t à l ' in té r ie u r  de 
l'espèce végétale, ou —  m oyennant 
la m is e  en p la c e  de  te c h n iq u e s  
sophistiquées —  du genre botanique 
de la p la n te  q u ' i l  t r a v a i l la i t ,  il se 
t r o u v e  d é s o rm a is  d o té  d 'u n  o u t i l  
nouveau qui offre des possibilités très 
étendues. Pour obten ir une résistance 
aux insectes, le premier axe déve lop ­
pé est l 'u t i l i s a t io n  des p ro p r ié té s  
e n to m o p a th o g è n e s  de la b a c té r ie  
B a c i l lu s  t h u r in g ie n s is  B e r l in e r  
(appelée couram m ent B. t.).
Des plantes 
transgéniques 
pour les régions 
tropicales et 
subtropicales
En 1987 , les p re m ie rs  résu lta ts  de 
tra n s fe r t  de gènes de B. t. dans le 
ta b a c  e t d a n s  la t o m a te  o n t  é té  
pub liés . D epu is , des gènes de B. t. 
o n t  été in t ro d u i ts  dans d if fé re n te s  
e sp è ce s  : c o t o n n ie r ,  p e u p l ie r ,  
pom m e de terre, riz, maïs.
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génie génétique
Spodoptera littoralis sur feuille de cotonnier.
Cliché CIRAD, UREA
Les cotonniers transgéniques
D epuis  les prem ières ob ten t ions  de 
c o to n n ie rs  tra n sg é n iq u e s  en 1987  
(F IR R O Z A B A D Y  e t a l . ,  1 9 8 7  ; 
UMBECK et al., 1987), par transfor­
m a t io n  v ia  A g ro b a c te r iu m  tu m e fa ­
c ien s  et ré g é n é ra t io n  des c e l lu le s  
t r a n s fo rm é e s  p a r  e m b ry o g e n è s e  
som atique, des firmes privées nord- 
a m é r ic a in e s  (A g race tus , C a lg e n e , 
M onsanto) on t dép loyé  des moyens 
im portan ts  p o u r  o b te n ir  des c o to n ­
niers résistant à certains lépidoptères. 
L 'obtention de plantes présentant un 
bon niveau de résistance à ces rava­
geurs a été rapportée par M onsan to  
(PERLAK et al., 1990) ; il ne s'agissait 
alors que d'essais en laboratoire. Plus 
tard, quelques lignées ont montré au 
cham p des propriétés « insecticides » 
(JENKINS et al., 1993). Ces résultats 
o n t  été poss ib les grâce à d ' im p o r ­
tantes m od if ica t ions  de la séquence 
nuc léo tid ique  du gène de B. t. utilisé
—  en l 'occurrence crylA(b). En effet, 
les gènes de B. t., d 'o r ig in e  bac té ­
rienne , s 'e xp r im e n t très fa ib le m e n t 
dans un contexte végétal.
Des résultats très intéressants on t été 
o b te n u s  p a r l 'é q u ip e  du D o c te u r  
N. TRO LINDER (USDA, Etats-Unis), 
c o n c e rn a n t  la rés is tance au 2 ,4 -D  
(acide 2,4 d ich lo rophénoxyacétique) 
utilisé com m e herbic ide, par transfert 
d 'u n  gène p rovenan t de la bactér ie  
du sol A lc a l ig e n e s  e u tro p h u s .  Ces 
t r a v a u x  o n t  é té  re p r is  au C S IR O  
(Australie) où des études sur la créa­
tion  de variétés résistant aux insectes 
so n t é g a le m e n t  c o n d u ite s  dans le 
c a d re  d 'u n e  c o l l a b o r a t io n  a v e c  
Monsanto.
Plant de cotonnier transformé.
Cliché C. Pannetier
La mise sur le marché de cotonniers 
transgéniques est annoncée com m e 
im m inente. Calgene et M onsanto —  
q u i  a c o n c lu  des a c c o rd s  a v e c  
D e l ta p in e ,  f i rm e  sem enc iè re  no rd - 
américaine —  ont déposé des dossiers 
d 'h o m o lo g a t io n  p o u r  des va r ié tés  
de c o to n n ie rs  t ransgén iques  résis­
t a n t  à un  des d e u x  h e r b ic id e s
—  le b rom oxyny l ou le glyphosate —  
ou résistant à certa ins  lép idop tè res  
après le transfert d 'u n  gène de B. t. 
Les travaux du CIRAD sur le cotonnier 
on t été lancés en 1989, dans le cadre
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d 'un e  co llabo ra t ion  avec l 'INR A. Ils 
s o n t  ré a l is é s  au l a b o r a t o i r e  de  
b io log ie  ce llu la ire  du centre INRA de 
Versailles (France).
Le transfert de gènes d ' in té rê t ag ro ­
nom ique au génome du co tonn ier est 
effectué par la m éthode de transfor­
m a t io n  v ia  A . tu m e fa c ie n s .  D e u x  
gènes de B. t. on t été retenus. Le pre­
mier, crylA(b), code pour une tox ine 
a c t i v e  su r  H . a rm ig e ra  e t 
Cryptoph leb ia  leucotreta. Le second, 
c r y lC ,  i s o lé  e t c lo n é  à l ' i n s t i t u t  
Pasteur (SANCHIS et al., 1989) code 
p o u r  une  p ro té in e  très  a c t iv e  sur 
Spodoptera littoralis.
La régénération des cotonniers 
et l'expression des gènes 
transférés
Il s'agissait tou t d 'abord  de régénérer 
le co tonn ier in vitro. Reprenant pour 
une large part les résultats publiés par 
TROLINDER et G O O D IN  (1988), la 
régénéra tion  de plantes de variétés 
C o k e r  (C 3 1 0 ,  C 3 1 2 ,  C 2 0 1 )  a é té  
obtenue par un processus d 'em bryo ­
genèse somatique1.
La priorité  a été donnée à la transfor­
mation de ces variétés présentant de 
bonnes  capac ités  de régénéra t ion , 
p lu t ô t  q u 'à  la m is e  au p o in t  de  
l 'em bryogenèse  som atique  et de la 
t ra n s fo rm a t io n  des va r ié tés  créées 
par le C IR AD . D 'ap rès  les données 
de la littérature, très peu de variétés 
autres que les variétés Coker on t été 
régénérées avec succès. Par ailleurs, 
les transgènes peuvent être transférés 
de la variété Coker transformée aux 
variétés commerciales par la méthode 
classique des rétrocroisements.
Les p r in c ip a u x  param ètres in te rve ­
n a n t  d a n s  la t r a n s fo r m a t io n  v ia
A. tum efaciens  à partir de fragments 
d 'hypocoty les on t été définis.
(1). L'embryogenèse somatique : à partir d'un 
fragment d'organe (ici, un morceau d 'hypo- 
cotyle) mis en culture sur un milieu nutrit if 
approprié, on obtient la formation d'un amas 
cellulaire inorganisé, appelé cal. Certaines des 
cellules du cal donnent ensuite naissance à un 
embryon somatique, en reproduisant de façon 
plus ou moins similaire les étapes de la forma­
tion d'un embryon à partir du zygote issu de la 
fécondation.
génie génétique
La bactérie 
Agrobacterium 
tumefaciens
A. tumefaciens transfère une partie 
de son information génétique au 
génome de la plante
A la suite de blessures, la bac té rie  
A  tumefaciens provoque l'apparition de 
tumeurs au niveau du collet. Cette maladie 
a été appelée galle du collet ou « crown 
gall ». En 1974, une corrélation a été éta­
blie entre la manifestation de la maladie 
et la présence dans la bac té r ie  d 'un  
plasmide de haut poids moléculaire, le 
plasmide Ti, pour « tum or induc ing  ». 
L 'AD N  nuc léa ire  des tissus tum oraux 
intègre un fragment d 'ADN du plasmide 
Ti, c'est l 'A D N -T  (pour ADN transféré) 
(figure 1). Le plasmide Ti porte des gènes 
responsables de la virulence de la bactérie 
(figure 2).
Une fois intégrés au génome végétal, les 
gènes portés par l'ADN-T s'expriment. Il 
s 'agit, d 'une  part, des oncogènes qui 
con trô len t la synthèse d 'auxines et de 
cytokin ines, qui induisent une p ro lifé ­
ration continue et incontrôlée des cellules 
végétales d'où la formation de tumeur. Il 
s'agit, d'autre part, des gènes de synthèse 
d'opines, qui sont utilisées par la bactérie 
comme substrat de croissance.
Les propriétés d'A. tumefaciens pour 
le transfert de gènes d'intérêt au 
génome de plantes cultivées
La bactérie A. tumefaciens réalise un pro­
cessus de transfert de gènes. L'idée s'est 
donc développée d'utiliser cette propriété 
pour transférer des gènes d'intérêt en les 
intégrant à l'ADN-T. Différents vecteurs 
ont été créés, en particulier des vecteurs 
fonctionnant en système binaire (figure 3). 
Le p lasm ide Ti est rem placé par deux 
plasmides. Le premier plasmide, souvent 
appelé vecteur autonome, porte un ADN-T 
réduit aux frontières, mais entre lesquelles 
ont été intégrés les gènes à transférer à la 
plante. Le second plasmide, dit « plasmide 
Ti désarmé » (l'AD N-T  a été supprimé), 
porte  les fo n c t io n s  de v iru le n c e  qu i 
agissent en « trans » c'est-à-dire qu'elles 
permettent le transfert de l 'A D N -T  du 
vecteur autonome.
Cellule végétale
Composés
phénoliques
A. tumefaciens
Cellule végétale transformée
/
Plasmide Ti 
(plusieurs copies) hormones 
de croissance
Figurei. La bactérie Agrobacterium tumefaciens transfère une partie de son information 
génétique au génome de la plante.
FD
LADN-T (pour ADN transféré) porte
les oncogènes (ONC), les gènes de synthèse
des opines (OPS).
Il est limité par des « frontières » : 
frontière droite (FD) et frontière gauche (FG), 
constituées d'une séquence de 25 nucléotides. 
C'est la région située entre ces frontières qui 
est transférée.
Sur le plasmide, on trouve également 
les gènes VIR, responsables du transfert 
de cet ADN-T, les gènes OPS contrôlant 
le catabolisme des opines. ORI est l'origine 
de la réplication. Figure 2. Schéma du plasmide Ti.
FD
Figure 3. Schéma du système binaire.
Les deux plasmides portent une origine 
de réplication qui autorise leur multiplication 
dans A. tumefaciens mais aussi dans E. coli.
Cette bactérie est utilisée pour la fabrication 
de la région à transférer au génome de la plante.
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génie génétique
Anthonomus grandis 
sur un bouton floral de cotonnier.
Cliché CIRAD, UREA
Pour que le gène é tranger (appelé  
souvent transgène) s 'exprim e dans la 
plante, il a fa llu  fabriquer ce que l'on 
appelle un gène chimérique (figure 4).
Le promoteur peut être constitutif, c'est-à- 
dire induire l'expression du gène dans 
toute la plante et à tout stade de dévelop­
pement, ou spécifique d'un organe ou 
d'un tissu, ou encore inductib le par la 
blessure par exemple.
Ce gène chimérique est intégré dans un 
plasmide (ADN circulaire autonome) lui- 
même in t ro d u it  dans la bac té rie  
Escherichia coli. Le vecteur de transfor­
mation, ainsi constitué, peut être m ulti­
plié par culture de la bactérie. Il peut être 
transféré dans la bactérie A. tumefaciens 
ou utilisé sous forme de plasmide pour les 
méthodes de transformation dites directes : 
é le c tro p o ra t io n  de pro top las tes  ou 
d'embryons, canon à particules.
(2) (1) (3)
Région Séquence Région
régulatrice codante terminatrice
ADN
Figure 4. Structure d'un gène chimérique.
Dans cette phase de mise au po in t, 
on u t i l ise  un gène rapporteu r, don t 
l 'expression dans le matériel végétal 
es t fa c i le m e n t  re p é ra b le  p a r  une  
m éthode h is toch im ique . Il s'agissait 
en l 'o c c u r re n c e  du gène gus  (gène 
codant pour la B-glucuronidase) dont 
l 'expression dans le tissu végétal est 
v is u a l is é e  p a r  la  f o r m a t io n  d 'u n  
composé de cou leur bleu indigo, en 
présence d 'u n  substrat adéquat. La 
méthode de transformation est m a in ­
tenant assez bien maîtrisée et donne 
des résultats reproductib les. L'utilisa­
tion  d 'un e  souche d ' tum efaciens  
porteuse d 'un  plasmide contenant un 
gène sélectionnable ainsi que le gène 
de B. t., crylA(b), actif sur H. armigera, 
ra v a g e u r  m a je u r  du  c o to n n ie r  en 
A f r i q u e  et en A s ie ,  a p e rm is
Dans le vecteur de transform ation, le 
gène d'intérêt est, le plus souvent, associé 
à un ou à plusieurs gènes sélectionnâmes 
ou rapporteurs (également sous forme de 
gènes chimériques). Ils permettent de 
sé lec tionne r ou de détecter, par des 
moyens relativement simples, les cellules 
ou les tissus transformés. Les gènes sélec­
tionnâmes sont le plus fréquemment des 
gènes de résistance à des antibiotiques 
(ou à des herbicides). Parmi les gènes 
rapporteurs, on utilise couramment un 
gène d 'Escherichia co li codant pour la 
B-glucuronidase (gène gus). Sa présence 
dans le génome végétal peut être facile­
ment mise en évidence par une technique 
histochimique (en présence du substrat 
adéquat, le Xgluc, il y a formation d'un 
précipité de couleur bleu indigo).
Le gène chimérique est constitué schématiquement 
de trois parties :
-  une séquence codante qui correspond
à la séquence d'ADN, qui est transcrit en ARN 
messager lui-même traduit en protéine (1 ) ;
-  une région « promoteur », située en amont 
de la séquence codante, est constituée
de plusieurs séquences, dont une est reconnue 
par l'ARN polymérase lui permettant de 
démarrer la transcription de l'ADN (2) ;
-  une séquence de terminaison (3).
l 'ob ten tion  de plantes transgéniques. 
Ces plantes ont été autofécondées et 
on t p rodu it  des graines (PANNETIER 
et al., 1994).
Pour assurer à la plante transgénique 
un n iveau  de p ro te c t io n  suff isant à 
l 'égard des insectes ravageurs, il est 
n é ce ssa ire  q u e  les gènes de B. t. 
transférés dans son génom e s 'expr i ­
ment à un bon niveau. O r  ces gènes, 
c o m m e  on  l 'a  d é jà  s ig n a lé ,  s o n t  
d 'o r ig ine  bactérienne, et s 'exprim ent 
très  fa ib le m e n t  dans  un c o n te x te  
végétal. Deux stratégies on t été rete­
nues pour am éliorer l 'expression des 
gènes de B. t. : la m od if ica tion  de la 
séquence n u c lé o t id iq u e ,  et l ' in s e r ­
t ion, en am ont du gène d 'in térêt, de 
séquences entraînant une traduction  
plus eff icace (MAZIER et al., 1994). 
Des plantes de c o to n n ie r  p o te n t ie l ­
lement transformées, et ayant intégré 
l 'A D N -T  d 'u n  vec teu r se ca ra c té r i ­
sant par la présence d 'une  séquence 
(séquence « leader omega » du virus 
de la mosaïque du tabac) susceptible 
d 'am é lio re r  l 'e f f icac ité  de la traduc ­
tion  de gènes situés en aval, on t été 
obtenues.
Des travaux visant à la m od if ica t ion  
de  la s é q u e n c e  n u c lé o t id iq u e  du 
gène codant pour la tox ine  active sur 
S. litto ra lis  on t été conduits. Dans un 
premier temps, c'est le tabac —  plante 
m odè le  des laboratoires de b io log ie  
c e l lu la i re  et m o lé c u la i re  —  qu i est 
u ti l isé  pou r tester l 'e ffe t des m o d i f i ­
c a t io n s  a p p o r té e s  a u x  gènes . 
Des gènes en tiè rem ent synthétiques
—  reconstruits à partir d 'une séquence 
en n u c lé o t id e s  idéa le , mais qu i  ne 
change  pas la séquence  en ac ides 
aminés —  sont transférés au génome 
du cotonnier.
Contourner les risques 
de résistance
Le transfert d 'un  gène de B. t. et son 
expression dans le génome de varié­
tés c o m m e rc ia le s  c o n s t i tu e n t  une 
étape p r im o rd ia le  pou r l 'u t i l isa t io n  
future de ces variétés transgéniques. 
Les travaux du C IRAD et de l'INRA, 
o n t  p o u r  o b je c t i f  u n e  p ro te c t io n  
durab le  des plantes contre  les rava­
geurs. Elle ne d o i t  pas c o n d u ire  à
Construction d'un vecteur 
d'expression végétale
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Réalisation de 
la transformation 
via Agrobacterium 
tumefaciens
Le processus de transformation
A titre d'exemple, le cas du cotonnier 
sera décrit. Un fragment d'organe (pour 
le cotonnier, un fragment d'hypocotyle) 
est mis en con tac t avec la bactérie
A. tumefaciens porteuse du système 
binaire : c'est l 'inocu la tion . Le tissu 
végétal est cultivé irt vitro (en condition 
aseptique sur un milieu nutritif adapté) 
pendant un certa in  temps : c 'est la 
coculture. Puis, on introdu it dans le 
milieu de culture des antibiotiques : le 
premier a pour but de stopper la crois­
sance des bactéries ayant servi à la 
transformation, le second a pour objet 
de sélectionner les cellules végétales 
transformées. En effet, dans le plasmide 
porteur du gène d'intérêt, on a égale­
ment inséré un gène dit sélectionnable : 
en général ce gène confère la résistance 
à un antib iotique. Seules les cellules 
ayant intégré le gène de résistance à 
l'an tib io t ique  seront capables de se 
diviser sur un milieu de culture conte­
nant l'agent sélectif (le plus souvent la 
kanamycine). Ces cellules auront égale­
ment intégré le gène d'intérêt.
L'embryogenèse des cotonniers 
transformés
En présence d'hormones végétales dans 
le milieu, les cellules transformées repi­
quées régu liè rem en t sur un m ilieu  
contenant l'agent sélectif, vont donner 
naissance à un ca l. Dans certa ines 
c o n d it io n s  de m ilie u  de c u ltu re  et 
d 'en v iro n n e m e n t ( lum iè re , tem pé­
rature...), des plantes seront néoformées 
sur ce cal par les procédés classiques de 
régénération irt vitro. Pour le cotonnier, 
le cal va donner naissance à un tissu dit 
em bryogène  au sein duque l des 
embryons somatiques se développent. 
Ces embryons donnent ensuite nais­
sance à une jeune plante, qui sera trans­
férée en serre (voir planche couleur). 
Des analyses moléculaires et b ioch i­
m iques sont ensuite réalisées pour 
connaître le nombre de copies du gène 
qui ont été intégrées, ainsi que le taux 
d 'exp ress ion  de ce gène dans le 
génome végétal.
l 'appar it ion  d'insectes résistants à la 
p ro té in e  syn th é t isé e  pa r la p la n te  
transgén ique . D if fé ren tes stratégies 
on t été proposées pour d im inue r ces 
risques. Elles sont, p o u r  la p lupa rt,  
fondées sur la d im inu t ion  de la pres­
s ion  de  s é le c t io n  en ré d u is a n t  les 
contacts entre l'insecte et la tox ine  : 
plantes refuges2, rotation de plantes 
transgéniques et non transgéniques, 
p lan te  e x p r im a n t la to x in e  u n iq u e ­
m ent dans certains organes... (M AC 
G A U G H E Y  et W H A L O N , 1992).
La stratégie retenue consiste à asso­
c ie r  d e u x  gènes c o d a n t  p o u r  des 
to x in e s  a ya n t des m odes  d 'a c t io n  
d if fé ren ts . Dans ce cas, l 'a van tage  
ada p ta t if  acqu is  par l ' in sec te  ayant 
développé une résistance à l 'une des 
tox ines sera rédu it  pu isque le rava­
geu r restera sens ib le  à la seconde  
toxine.
Dans cette op tique , des travaux on t 
été entrepris  pou r ana lyser l ' in té rê t 
de  l 'a s s o c ia t io n  de  gènes c o d a n t  
pour des toxines de B. t. et des gènes 
c o d a n t  p o u r  des i n h ib i t e u r s  de  
p ro té a s e s .  Ces i n h ib i t e u r s  de  
p ro té a se s  (H IL D E R  e t a l. ,  1 9 8 7  ; 
RYAN, 1990) agissent en inh ibant les 
protéases d igestives de l ' in sec te  et 
o n t  d o n c  un e ffe t  d é p re s s i f  sur sa 
c ro issance, ils n 'ag issent d o n c  pas 
selon le même mode d 'ac t ion  que les 
toxines de B. t. et présentent de plus 
un spec tre  d 'h ô te s  b e a u c o u p  p lus 
large que ces dernières. Les bioessais 
sur insectes, par in c o rp o ra t io n  des 
in h ib i t e u r s  de  p ro té a se s  dans  un 
m i l ie u  nu tr it i f ,  on t mis en év idence  
des effets sur un lép idop tè re  ca rpo ­
phage, H . a rm ig e ra ,  a ins i que  sur 
un co léoptère, A n thonom us grandis  
(LE T A N - D U M A N O IS ,  199 4 ).  Ces 
travaux ont été réalisés au laboratoire 
d 'en tom o log ie  du CIRAD.
Plus de 100 lignées embryogènes de 
c o t o n n ie r  a y a n t  in té g ré  un  gèn e  
d ' inh ib i teu r  de protéase on t été obte ­
nues ; plusieurs dizaines de clones de 
plantes transformées on t été transfé­
rés en serre. L'analyse m olécu la ire  et
(2). Plantes refuges : ce sont des plantes non 
transformées cultivées en mélange ou à proxi­
mité des plantes transgéniques (exprimant la 
toxine entomopathogène).
b io c h im iq u e  de ces p lan tes  est en 
cours, ainsi que les premiers tests sur 
les insectes. Les p rem ie rs  résultats 
ind iquent que la protéine est synthé­
tisée à un taux é levé dans la plante 
aussi bien dans les feuilles que dans 
les capsules.
Les riz transgéniques
Les firmes privées de b io technolog ie  
se son t re la t iv e m e n t  peu inves ties  
d a n s  le g é n ie  g é n é t iq u e  du  r iz ,  
h o rm is  A g ra c e tu s  a u x  E ta ts -U n is , 
Japan Tobacco , M itsu i  Toatsu et le 
Plantech Research Institute au Japon. 
Les résultats qu i su iven t sont donc  
issus de laboratoires publics financés 
en g rande  pa rt ie  par un vaste p ro ­
gram m e de la fonda t ion  Rockefeller 
com m encé en 1985.
Les gènes d ' in té rê t transférés au riz 
concernent à court terme la résistan­
ce aux insectes (gènes d 'endo tox ine  
de B. t., inhibiteurs de protéases et de 
lec t ines de p lantes), aux v irus, aux 
bactéries, aux cha m p ig n o n s  et aux 
herbicides. Des riz transgéniques ont 
dé jà  été p rodu its  avec l ' in té g ra t io n  
d 'un  gène synthétique CrylA(b), d 'un  
gène de lec t ine  de perce-neige, des 
gènes d 'inh ib iteu rs  de protéase de la 
p o m m e  de te r re  e t du  n ié b é ,  des 
gènes de la p ro té in e  de la caps ide  
virale des formes sphériques et bacil li- 
formes du virus du turtgro  et du virus 
du stripe, des gènes de résistance à la 
p h o s p h in o th r ic in e  e t aux  s u lp h o -  
nylurées. Cependant, peu d'essais au 
cham p ont encore été réalisés.
Le système de transfert est opéra tion ­
nel sur le r iz ,  a lo rs  q u ' i l  d e m e u re  
encore prob lém atique chez les autres 
céréales —  b ien que  cette s ituation 
soit en cours d 'évo lu tion .
Les re ch e rch e s  à m o ye n  et à lon g  
te rm e  v isen t à transférer au r iz  des 
gènes am éliorant la qua lité  du grain, 
ou  à a u g m e n te r  sa to lé ra n c e  à la 
sécheresse, à la salinité, à l 'anox ie  ou 
au froid.
L'obtention des riz transgéniques 
et les difficultés de la régénération
Les premiers riz transgéniques ont été 
obtenus par transfert d irec t de gènes 
sur des pro top las tes  de varié tés du
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Préparation purifiée de protoplastes de riz, 
obtenue par traitement enzymatique 
de suspensions cellulaires, avant leur 
traitement au polyéthylène glycol.
Cliché E. Guiderdoni
g r o u p e  j a p ó n ic a  te m p é ré e s  
( T a i p e i 3 0 9 ,  N i p p o n b a r e ,  
Y a m a h o u s h i )  en 1 9 8 8  ( Z H A N G  
et al., 1988), soit plus de quatre ans 
après les prem iers résultats re la tant 
l 'o b te n t io n  de d ico ty lé d o n e s  trans­
géniques via /4. tum efac iens  ou par 
transform ation de protoplastes. Cela 
est dû au fa it que la régénération de 
p lantes à p a r t ir  de p ro top lastes n 'a 
été maîtrisée qu 'en  1985 pour les riz 
du groupe japón ica .  La techn ique  a 
e n s u i te  é té  a p p l iq u é e  a u x  r iz  du 
groupe ind ica  (IR54, IR72), en géné­
ral m o in s  ap tes  à la ré g é n é ra t io n  
(PENG et al., 1992) ; mais l 'efficacité 
de la m éthode est demeurée lim itée  
su r  ces g é n o ty p e s .  Les r iz  t r a n s ­
géniques régénérés présentent sou­
vent des problèmes de stérilité mâle 
et de niveau de p loïd ie. Dans la des­
cendance, des varia tions (m o d if ica ­
t io n s  m o rp h o lo g iq u e s )  son t o b se r ­
vées, a c c e n tu é e s  p a r ra p p o r t  aux  
plantes régénérées à partir de p ro to ­
plastes sans tra itement de transforma­
t ion . O n  d o it  rappe ler que ces de r­
nières présentent déjà des différences
par rapport au tém oin  issu de germ i­
nation (DAVEY et al., 1991 ). M êm e si 
les publications on t été nombreuses, 
peu  de la b o r a to i r e s  o n t  en fa i t  
rée llement maîtrisé, par ce procédé, 
un système ro u t in ie r  de p ro d u c t io n  
en g ra n d s  e f f e c t i f s  de  r iz  t r a n s ­
géniques conformes.
Les méthodes de transfert 
utilisables pour le riz
En 1991 , des r iz  transgén iques on t 
é té  p r o d u i t s  p a r  la f i r m e  p r iv é e  
A g ra c e tu s ,  p a r  a c c é lé r a t io n  de  
m ic ro p a r t ic u le s  sur des e m b ry o n s  
im m atures  de varié tés des groupes 
japón ica  et ind ica  (CHRISTOU et al., 
1991). Des suspensions cellu la ires et 
des cals embryogènes ont également 
servi de support à une transformation 
p a r  c e t te  m é th o d e  d a n s  d 'a u t re s  
laboratoires. Cette techn ique a été un 
p e u  a b u s iv e m e n t  d é c la r é e  u n i ­
v e rs e l le ,  c a r  les e m b r y o n s  i m ­
matures de toutes les variétés de riz 
ne sont pas capab les  de régénére r 
des plantes et, en tous cas, pas selon 
un protoco le  unique.
Les méthodes de transfert direct
L'électroporation
D'abord mise au point sur les cellules 
animales et les bactéries, l'électropora­
tion a ensuite été appliquée aux cellules 
végétales, débarrassées de leur paroi pec- 
tocellulosique par un traitement enzyma­
tique, appelées protoplastes. L'absence 
de paroi était jugée nécessaire pour per­
mettre le passage de l 'A D N , mais les 
récents succès d 'ob tention de plantes 
transgéniques à partir d'embryons zygo- 
tiques ou de fragments de cals, traités ou 
non préa lab lem ent par une so lu tion  
enzymatique, semblent prouver que le 
transfert par électroporation peut se faire 
à travers une paroi intacte sous forts vol­
tages et capacités.
Dans la pratique, les protoplastes, mis en 
suspension dans une solution saline tam­
pon en présence d 'AD N  plasmidique, 
sont placés dans une cuve entre  les 
bornes d'un électroporateur, qui délivre­
ra une décharge de capacité (exprimée 
en |jFarads) et de voltage (en Volts) défi­
nis durant un temps de l'ordre de la m illi­
seconde. Le champ électrique ainsi créé
p rovoque  une d é p o la r isa t io n  des 
couches phospholipidiques de la mem­
brane plasmique du protoplaste aboutis­
sant à la création des pores transitoires 
permettant le passage de l'ADN.
Le traitement au polyéthylène 
glycol
Les protoplastes, en suspension dans une 
so lu tion  saline tam pon, sont mis en 
présence d'une solution de polyéthylène 
g lyco l (composé à haut poids m o lé ­
culaire), de cations bivalents (Mg2+ ou 
Ca2+) et de l 'A D N  p lasm id ique . Les 
cations vont jouer le rôle de ponts entre 
l'ADN et la membrane plasmique, tous 
deux chargés négativement ; le po ly ­
éthylène glycol a un rôle fusionnant et 
déstabilisateur du plasmalemme, permet­
tant l'entrée de l'ADN.
L'accélération de microparticules
L'ADN plasmidique, précipité autour de 
microparticules métalliques de tungstène 
ou d'or par l'action de l'alcool ou de sels, 
est déposé sur un macroprojectile  (un 
disque de feuille d'aluminium, voire un
tamis plastique) ou dans une gouttelette 
d'eau, suivant le type de canon à parti­
cules. Dans le cas du disque d 'a lu m i­
n ium , la détente d 'une  exp los ion  de 
poudre ou d 'un  gaz neutre com prim é 
propulsera le macroprojectile qui sera 
stoppé dans sa course par une plaque 
d'arrêt, tandis que les micro-projectiles 
poursuivront leur trajectoire vers la cible. 
Dans le cas du tamis plastique, c'est un 
flux d'hélium qui entraînera directement 
les microparticules vers la cible. Dans le 
cas de la gouttelette d'eau, un arc élec­
trique est créé entre les électrodes, où est 
déposée la gouttelette ; en entraînant sa 
vaporisation, le canon provoquera la pro­
pulsion des microparticules. La trajec­
toire des microparticules s'effectue dans 
une chambre, où est placée la cible et 
dans laquelle  est créé un vide partiel 
pour ne pas ralentir leur course. La cible 
peut être, dans le cas du riz , un 
é ta lem en t de suspension c e llu la ire  
embryogène, des cals ou le scutellum 
d'embryons, voire des microspores.
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Cals embryogènes présentant 
des embryons somatiques de cotonnier 
en développement.
Cliché C, Pannetier
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Dégâts de Chilo suppressalis 
dans un champ de riz.
Cliché M. Betbeder
Cal transformé sur fragment 
d'hypocotyle de cotonnier, 
se développant sur un milieu sélectif.
Cliché C. Pannetier
Jeune plantule de cotonnier issue 
du développement d'un embryon somatique.
Cliché C. Pannetier
Section transversale de tige d'une jeune plante 
de riz transformée montrant une expression 
constitutive du gène gus dans les cellules des 
différentes feuilles enroulées.
Cliché E. Guiderdoni
Expression du gène gus dans les feuilles 
de ¡eunes plantes régénérées de riz.
Cliché E. Guiderdoni
Expression du gène gus dans les cellules 
du scutellum d'embryons immatures 
de riz ayant subi un bombardement 
de microparticules.
Cliché F. Georget
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Exemples d'hybridation moléculaire de 
l'ADN de cinq plantes de riz. 
Elles sont transformées avec une sonde 
radioactive, constituée d'une séquence 
du gène transféré, prouvant l'intégration 
du transgène dans le génome du riz. 
s'agit du gène de résistance à l'herbicide 
glufosinate d'ammonium.
Cliché H. Chair
C ep e n d a n t,  e l le  est très p ro b a b le ­
m e n t la m é th o d e  d 'a v e n i r  p o u r  la 
transformation du riz et des céréales 
en général. Elle est, de ce fait, utilisée 
par un nom bre  cro issant de labora ­
to ires, m êm e si le p rocédé  est c o u ­
v e r t  p a r  d e  n o m b r e u x  b re v e ts .  
C o m p a ra t iv e m e n t à la m é thode  de 
t r a n s fo r m a t io n  à p a r t i r  de  p r o t o ­
plastes, on peut espérer une l im i ta ­
t ion  des varia tions évoquées p récé ­
dem m ent : les plantes sont en général 
f e r t i le s  e t m o r p h o lo g iq u e m e n t  
no rm a le s  en p re m iè re  g é n é ra t io n . 
En effet, en cu ltu re  in vitro, les ano ­
m a l ies  observées dans les p lan tes  
régénérées sont parfois dues à la lon ­
gueur de la phase de régénéra tion . 
C e l le - c i  es t p lu s  c o u r te  à p a r t i r  
d 'e m b ry o n s  q u 'à  p a r t i r  de  p r o t o ­
plastes. Il est d if f ic i le  de conc lure  sur 
la  s u p é r io r i t é  d e  l 'u n e  de  ces 
méthodes, car elles n 'on t jamais été 
com pa rées  sur un m êm e géno type  
dans un même laboratoire en termes 
d 'efficacité  de production  de plantes 
transgéniques conformes.
En 1 9 9 3 ,  u n e  é q u ip e  ta ïw a n a is e  
(C H A N  e t a l., 1993), pu is en 1994 
une  é q u ip e  jap o n a ise  (HIEl) et a l.,
1994) on t p rodu it  les preuves m o lé ­
culaires que le riz peut être transformé 
par A. tum efaciens  avec une e ff ica ­
c ité liée à l 'aptitude à la régénération 
du génotype.
Le transfert de résistance aux 
foreurs sur les riz méditerranéens
En 1990 , un p ro je t  de trans fe r t  de 
gènes p o u r  les va r ié tés  m é d i te r ra ­
néennes et tropicales pluviales a été 
engagé par le CIRAD. L 'ob jectif est la 
p roduc t ion  de riz résistant au foreur 
des tiges asiatique et européen C hilo  
suppressa lis , p y ra le  q u i cause des 
pertes de rendement de l 'o rdre  de 7 
à 15 q u in t a u x  p a r  h e c ta re  en 
Camargue, ainsi qu 'aux  foreurs a fr i­
cains M a lia rpha  separate!la et C hilo  
zacconius. Ces travaux sont conduits 
dans  l 'u n i t é  B IO T R O P  du C IR A D  
(Montpell ier).
B ien que  des varié tés re la t ive m e n t 
to lérantes aux foreurs existent natu ­
re llem ent, la nature po lygén ique  du 
c o n t rô le  du  c a ra c tè re  rend , d 'u n e  
part, le transfert d if f ic i le  par les voies 
conventionne lles , et, d 'autre  part, la 
s ta b i l i té  de  la to lé ra n c e  n 'es t pas 
assurée dès lors que la variété est lar­
g e m e n t d if fu sé e .  Pour des ra isons 
pratiques, le p ro je t, qu i porte sur le 
transfert de gènes d 'endo tox ines  de
B. t., a d 'abord  concentré  ses efforts 
su r  le r iz  m é d i te r r a n é e n  e t su r
C. suppressalis. Les méthodes mises 
au point, aussi bien pour l ' iden t if ica ­
t ion  des tox ines actives que pou r la 
t r a n s fo r m a t io n ,  p o u r r a ie n t  ê tre
Choix de la méthode de transformation
Pourquoi A. tumefaciens n'est-il pas 
utilisé sur le riz ?
Le riz comme les autres céréales s'est 
montré réfractaire à une infection par les 
bactéries. L'absence de fo rm ation de 
tumeurs à partir des tissus différenciés de 
ces plantes ne serait pas cependant due à 
l'agrobactérie mais plutôt à l'incapacité 
de la plupart de leurs cellules à entrer en 
prolifération. Une expérience réalisée en 
1986 par CRIMSLEY et ses collaborateurs 
a dém ontré que A. tum efaciens  é ta it 
capable de transférer son ADN-T dans le 
noyau de la cellule de céréale. L'absence 
de formation de tumeurs à partir de la 
cellule de céréale serait due à la différen­
ce de réponse à la blessure existant entre 
la cellule de mono-cotylédone et celle de 
dicotylédone : la première réagit par une 
dégénérescence tandis que la seconde 
forme un tissu c ica tr ic ie l. C'est donc
l'absence des conditions favorables à la 
reprise des divisions dans la cellule, qui 
vient d'être infectée par l'agrobactérie, 
qui serait responsable de l'inefficacité  
des transferts pour les graminées.
Après les premiers travaux réalisés par 
une équipe taïwanaise, les chercheurs 
japonais de Japan Tobacco ont réussi, par 
la coculture de proliférations embryo- 
gènes de ces mêmes cellules avec des 
agrobactéries, à faire la démonstration 
irré fu tab le  de l'ob ten tion  d 'un  grand 
nombre des plantes transgéniques de riz.
Les méthodes de transfert direct 
appliquées au riz
Les méthodes ayant permis l'obtention de 
riz transgéniques, dès 1988, ont tou t 
d'abord été le transfert direct de gènes 
par traitement physique (électroporation) 
ou ch im ique (polyéthylène g lyco l) de
protoplastes. La maîtrise préalable du 
système de régénération est nécessaire. 
Ce système se révèle lourd à mettre en 
œuvre, applicable à un nombre limité de 
génotypes et, du fait des longues étapes 
de c u ltu re  in  v itro ,  passant par un 
isolement total des cellules, potentiellement 
générateur de variations indésirables. 
Afin d'essayer de réduire ces inconvé­
nients, des systèmes de transformation 
des suspensions cellulaires des cals et des 
scute llum  d 'em bryons ont été mis au 
point. Ils ont conduit à l'obtention de riz 
transgéniques en 1991. Ces méthodes de 
transformation deviennent la méthode 
préférentielle de production de riz trans­
géniques. D'autres méthodes telles que 
l 'é le c tro p o ra t io n  de ce llu le s  de 
l'em bryon et l 'u t il isa tion  d 'un champ 
électrique puisé ont récemment donné de 
bons résultats sur cette plante.
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Larve de Chilo suppressalis 
dans une talle de riz.
Cliché J. Escoute
r a p id e m e n t  e x t r a p o la b le s  à des 
variétés de riz et à des ravageurs des 
régions tropicales.
Les to x in e s  c o d é e s  pa r les gènes 
C ry lA (c ) , C ry lA (a )  et C ry lB  o n t  été 
iden t if iées  c o m m e  les p lus  ac tives 
contre  les larves de C. suppressalis, 
aussi bien par des tests d 'a ff in ité  que 
p a r des tes ts  de  t o x i c i t é  (F IU Z A ,
1995). Les gènes natifs de ces tro is  
tox ines  o n t  été c lonés  et des gènes 
synthétiques sont en préparation ou 
ob tenus grâce à un acco rd  avec le 
laboratoire du professeur ALTOSAAR 
(université d 'O ttaw a , Canada).
Au début de ce projet, pour la trans­
formation génétique de variétés élites 
méditerranéennes, on a p r iv i lég ié  la 
méthode de transfert d irec t de gènes 
sur protoplastes. Un système de régé­
n é ra t io n  de  p la n te s  a é té  é ta b l i  à 
pa r t ir  de protop lastes p rovenan t de 
suspensions cellu la ires embryogènes 
des v a r ié té s  A r ie te ,  M ia r a  e t 
T h a ïb o n n e t  ( G U I D E R D O N I  et 
CHAIR, 1992). La variation observée 
au ch a m p  dans la descendance  de 
ces plantes s'est montrée dépendante
du génotype —  sur le plan de sa fré­
quence , de son a m p l i tu d e  et de sa 
d ire c t io n  — , mais c o m p a t ib le  avec 
une uti l isa tion  dans des schémas de 
croisement (MEZENCEV et al., 1995). 
Parallèlement, une étude de la trans­
fo rm a tion  des protoplastes a perm is 
de d é te rm ine r une m é thode  pe rfo r­
m an te  de trans fe rt de gènes. D eux  
traitements permettent le transfert de 
gènes dans les protoplastes : un tra i­
tement ch im ique  par le polyéthylène 
g lyco l ou un choc é lectr ique ( l 'é lec- 
troporation). A  la suite d 'études co m ­
paratives, le t ra ite m e n t c h im iq u e  a 
été retenu (CHAIR, 1995). La sélec­
t ion  des tissus transformés est réa l i ­
sée, non pas grâce à l 'u t i l isa t ion de la 
rés is tance  à un a n t ib io t iq u e ,  mais 
grâce à la résistance à la phosphino- 
tr ic ine  (herbic ide Basta) conférée par 
l 'expression du gène de la phosph i- 
no tr ic ine  acétyl transférase (ou gène 
bar  issu de la bactérie Streptomyces  
h y g ro s c o p ic u s ) .  D es  p ro m o te u rs  
c o n s t i t u t i f s  p e r m e t ta n t  u n e  
express ion  fo r te  pou r le r iz  o n t  été 
identifiés.
Un système e ff icace  d 'o b te n t io n  de 
p lan tes  t ransgén iques  des va r ié tés  
M ia ra ,  A r ie te  et T h a ïb o n n e t ,  avec 
une  fré q u e n c e  de l 'o rd r e  de 0,5  à
1 pour 100 000 protoplastes traités, a 
donc  été créé. Cependant, des d i f f i ­
cultés sont encore fréquem m ent ren­
c o n t ré e s  da n s  la c o n f o r m i t é  des 
p la n te s , te ls  q u e  l 'a lb in is m e  l ié  à 
l 'u t i l isa t io n  de protoplastes issus de 
cals de microspores, ou un niveau de 
p lo ïd ie  supérieur à la no rm a le  (2n). 
L 'util isation de protoplastes d 'o r ig ine  
som atique ou du canon à particu les 
sur des embryons immatures a donné 
des ré s u l ta ts  très  p ro m e t te u rs ,  et 
d e v r a i t  r é s o u d re  ces p r o b lè m e s  
(GEORGET, 1994).
Dans un fu tur proche, les effets, sur la 
résistance à la pyrale, de l'expression 
constitutive d 'un  gène natif et de celle 
d 'u n  gène syn thétique de B. t. dans 
une va r ié té  sens ib le  et une  va r ié té  
to lé ran te , seront comparés. Ensuite, 
c o m m e  p o u r  le c o t o n n ie r ,  
des c o n s t r u c t io n s  p lu s  ava n cé e s , 
c o m p re n a n t  une  c o m b in a is o n  de 
deux gènes synthétiques différents ou 
d 'un  gène d 'endo tox ine  et d 'un  gène
d ' i n h ib i t e u r  de  p ro té a se s  sous le 
c o n t r ô le  de p ro m o te u rs  à a c t iv i té  
constitu tive ou régulée, pourront être 
réalisées et transférées au riz.
Les perspectives
Avec la transform ation génétique, le 
s é le c t io n n e u r  p e u t  d é p a s s e r  les 
l im i te s  im posées pa r la v a r ia b i l i t é  
de l 'espèce. La découverte  de cette 
possib il i té  a suscité un grand espoir 
au d é b u t des années 80, p réd isan t 
pour les années 90 une explosion de 
n o u v e l le s  va r ié té s  aux  c a ra c té r is ­
t iques intéressantes. Les p rem iè res  
re c h e rc h e s  se s o n t  to u rn é e s  vers  
l ' in t ro d u c t io n  de caractères à haute 
re n ta b i l i té  co m m e rc ia le  (résistance 
a u x  h e r b ic id e s ,  ré s is ta n c e  a u x  
inse c te s ) .  L 'a p p l i c a t io n  du  g é n ie  
g é n é t iq u e  a é té  m o in s  ra p id e  que  
prévue, mais l 'a rr ivée  sur le marché 
de variétés transgéniques est mainte­
nan t im m in e n te .  C e p e n d a n t ,  p o u r  
plusieurs d 'entre  elles, en part icu lie r 
les plantes résistant aux herb ic ides, 
certains problèmes techniques posés 
par leu r  e m p lo i  son t a c tu e l le m e n t  
débattus.
Dans le cadre des programmes déve­
loppés au CIRAD, la première étape 
dans la créa tion  de plantes transgé­
niques a été la mise au po in t de tech ­
n iques  f iab les  et re p ro d u c t ib le s  de 
transfert de gènes. Le premier ob jec t if  
d 'am é lio ra t ion  variétale retenu a été 
la résistance aux insectes. Une va lo r i ­
sa tion  e ff ica ce  de p lan tes  t ransgé ­
niques porteuses de ces gènes codant 
p o u r  des p ro té in e s  e n to m o p a th o -  
gènes sera le fru it  d 'une  étroite co lla ­
b o ra t io n  e n tre  les b io lo g is te s ,  les 
entomologistes et les sélectionneurs. 
D iv e rs e s  s t ra té g ie s  d e v r o n t  ê tre  
d é f in ie s  p o u r  c u l t iv e r  ces va r ié tés  
n o u v e l le s  a v a n t  de  p ré te n d re  les 
vu lga r ise r, en p a r t ic u l ie r  en tenan t 
com pte de l 'apparit ion  de résistance.
La re ch e rch e  p e rm a n e n te  de n o u ­
velles sources de résistance représen­
te une cond it ion  indispensable pour 
une lutte efficace à long terme, grâce 
à des plantes transgéniques. L 'effica­
cité de protéines de diverses origines 
( inh ib iteurs  de protéases, lectines...)
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est déjà à l'étude. Un dom aine poten­
t ie l lem en t intéressant est l 'u t i l isa t ion  
de gènes de l ' insecte  qu i pourra ien t 
entraîner des perturbations dans son 
développem ent (STEWART, 1991).
Si la résistance aux insectes ravageurs 
a constitué une prio r ité , les possib i­
lités offertes par le gén ie  géné tique  
sont vastes et des recherches seront et 
sont m êm e déjà  engagées dans des 
d o m a in e s  q u i  c o n c e rn e n t  tous  les 
aspects de la cu ltu re . Il s 'ag it de la 
résistance aux stress abiotiques (sali­
n ité , tem péra tu re .. .) ,  de la c réa t ion  
d 'hybrides F1, de la qualité  de la fibre 
p o u r  le co to n n ie r ,  de la q u a l i té  du 
grain de riz... Dans le cas des variétés 
sauvages, un im portan t réservoir de 
gènes reste enco re  la rgem ent ine x ­
p lo i té .  Pour ce rta ines espèces sau­
vages de c o to n n ie r ,  de  n o m b re u x  
caractères utiles existent : résistance 
à la bactériose, s té r il ité  mâle, résis­
ta n c e  à la séche resse , c a ra c tè re s  
te c h n o lo g iq u e s ,  ré s is ta n c e  a u x  
in s e c te s .  T o u te fo is ,  peu  de  p r o ­
g ra m m e s  d ' i n t r o d u c t i o n  de  ces 
caractères dans les espèces cultivées 
on t co n d u it  à la création de variétés 
nouvelles. Les b io techno log ies  peu ­
ve n t perm ettre  une e x p lo i ta t io n  de 
cette importante diversité génétique.
L'accès à ces nouvelles technologies 
représente, pour les pays du Sud, un 
enjeu de ta ille . Beaucoup des a p p l i ­
cations potentie lles seront largement 
bénéfiques en part icu lie r pour déve­
lo p p e r  des sys tèm es  de c u l t u r e  à 
fa ib les  in trants. La vu lga r isa t ion  de 
variétés transgéniques d o it  être pré ­
cédée  de l 'a n a ly s e  de l ' im p a c t  de 
le u r  u t i l i s a t io n  sur le te r ra in  (p ra ­
t iques cu ltu ra les, conséquences sur 
l 'environnement...). Cette analyse est 
indispensable même si e lle do it  retar­
der les bénéfices attendus. Il convient 
égalem ent que les recherches enga­
gées répondent aux besoins des pays 
du  Sud et q u e  des c o l la b o r a t io n s  
so ie n t  é ta b l ie s  p o u r  un accès non 
pas se u le m e n t au m a té r ie l  végéta l 
am é lio ré  mais aussi aux techn iques 
elles-mêmes.
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Résumé... Abstract... Resumen
C. PANNETIER, E. GUIDERDONI, B. HAU — Génie 
génétique et amélioration du riz et du cotonnier.
Le transfert de gènes codant pour des protéines 
entomopathogènes permet la création de variétés de riz et 
de cotonnier résistant à certains insectes ravageurs. Le pre­
mier axe développé est l'utilisation de gènes codant pour 
des toxines « insecticides » de la bactérie Bacillus 
thuringiensis. Des gènes de B. t. ont été ainsi introduits 
dons différentes espèces : cotonnier, peuplier, pomme de 
terre, riz, maïs. Les premières obtentions de cotonniers 
transformés dotent de 1987, à partir de la transformation 
via Agrobacterium tumefaciens et de la régénération par 
embryogenèse somatique. Quelques lignées ont confirmé 
au champ des propriétés insecticides, après d'importantes 
modifications de la séquence nudéotidique du gène de B. t. 
utilisé, car ces gènes d'origine bactérienne, s'expriment 
très faiblement dans un contexte végétal. Le CIRAD, 
en collaboration avec l'INRA, conduit des recherches sur la 
transformation du cotonnier via A. tumefaciens pour la 
résistance à Heliotis armigera —  gène de B. t., crylA(b)
— et à Spodoptera littoralis— gène de B. t., crylC. Mais, 
l'utilisation de plantes synthétisant une seule toxine de
B. t. peut entraîner l'apparition de résistance chez 
les insectes ciblés. Différentes stratégies peuvent être 
développées pour éviter l'apparition de cette résistance. 
Celle qui est étudiée par l'équipe CIRAD/INRA consiste à 
associer deux gènes codant pour des protéines entomopa­
thogènes à modes d'action différents : les toxines de B. t. 
et les inhibiteurs de protéases. Des cotonniers 
transgéniques ayant intégré un gène de B. t. ou exprimant 
un gène d'inhibiteur de protéase ont également 
été obtenus et ont produit des graines. Plus de 
quatre ans après les premières obtentions de dicotylédones 
transgéniques, des riz transgéniques ont été produits. 
Cependant, les riz transgéniques régénérés présentent 
souvent des variations par rapport aux plantes conformes. 
L'application au transfert de résistance aux foreurs des 
liges (Chilo suppressalis, Maliarpha separatella, Chilo 
zacconius) pour les riz méditerranéens et tropicaux est 
engagée par le CIRAD. La méthode de transfert utilise 
la transformation des protoplastes. Dans l'ensemble, 
l'application du génie génétique aux plantes cultivées a été 
moins rapide que prévue, mais l'arrivée sur le marché de 
variétés transgéniques est imminente. La vulgarisation des 
variétés transgéniques devra être précédée de l'analyse de 
l'impact de cette introduction sur les techniques 
culturales et sur l'environnement.
Mots-clés : cotonnier, riz, génétique, biotechnologie, 
Bacillus thuringiensis, lutte contre les insectes, toxine, 
inhibiteur de protéase.
C. PANNETIER, E. GUIDERDONI, B. HAU —  Genetic 
engineering and the improvement of rice and 
cotton.
The transfer of genes coding entomopathogenic proteins 
makes it possible to created rice and cotton varieties 
resistant to insect pests. The first line developed is the use 
of genes coding the "insecticide" toxins of the bacteria 
Bacillus thuringiensis. B.t. genes have thus been 
introduced in various plants: cotton, poplar, potato, rice 
and maize. The first transformation of cotton was 
achieved in 1987 via Agrobacterium tumefaciens and 
regeneration by somatic embryogenesis. Insecticide 
properties were confirmed in the field by several lines 
after substantial modification to the nucleotide sequence 
of the B.t. gene used, since B.t. genes of bacterial origin 
are very weakly expressed in a plant context. CIRAD, in 
collaboration with INRA, performs research on the 
transformation of cotton via Agrobacterium tumefaciens 
lor resistance to Heliotis armigera (B.t. gene, crylA(b)) 
and to Spodoptera littoralis (B.t. gene, crylCl. However, 
use of plants synthetising a single B.t. toxin may cause 
the appearance of resistance in the insects targeted. 
Different strategies can be used to prevent the occurrence 
of such resistance. That studied by the CIRAD/INRA team 
consists of combining two genes coding entomopathogenic 
proteins with different modes of action: B.t. toxins and 
protease inhibitors. Transgenic cotton plants incorporating 
a B.t. gene or expressing a protease inhibitor gene have 
been obtained and have set seed. It is only for years after 
the first dicots transgenic plants were obtained, that rice 
transformation was achieved. However, regenerated 
transgenic rices display more frequent variations than 
true-to-type plants. Application of resistance to borers 
( Chilo suppressalis, Maliarpha separatella and Chilo 
zacconius) in Mediterranean rice varieties has been 
undertaken by CIRAD. The transfer method involves 
protoplast transformation. As a whole, the application of 
genetic engineering to cultivated plants has been slower 
than expected, but transgenic varieties will soon be 
available on the market. Analysis of the impact for 
cropping techniques and the environment should precede 
the release of transgenic varieties for cropping.
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C. PANNETIER, E. GUIDERDONI, B. HAU — Ingeniería 
genética y mejora del arroz y del algodón.
La transferencia de genes que codifican proteínas 
entomopatógenas permite crear variedades de arroz y de 
algodón que resisten a algunos insectos dañinos. El 
primer eje desarrollado es la utilización de genes que 
codifican toxinas "insecticidas" de la bacteria Bacillus 
thuringiensis. De este modo, se han introducido genes de
B.t. en diferentes especies: algodón, álamo, patata, arroz 
y maiz. Las primeras obtenciones de plantas de algodón 
transformadas datan de 1 987, a partir de la 
transformación mediante Agrobacterium tumefaciens y de 
la regeneración por embriogénesis somática. Algunas 
cepas confirmaron en el campo propiedades insecticidas 
tras importantes modificaciones de la secuencia 
nudeótida del gen B.t. utilizado, pues los genes de B.t, 
de origen bacteriano, se expresan muy débilmente en un 
contexto vegetal. CIRAD, en colaboración con el Instituto 
francés de Investigación Agrícola (INRA) está realizando 
investigaciones acerca de la transformación del algodón 
mediante Agrobacterium tumefaciens para la resistencia a 
Heliotis armigera (gen de B.t. crylA(b)) y a Spodoptera 
littoralis (gen de B.t. crylc). Sin embargo, la utilización de 
plantas que sintetizan una sola toxina de B.t. puede 
provocar la aparición de resistencia en los insectos 
destinatarios. Pueden desarrollarse diferentes estrategias 
para evitar la aparición de esta resistencia. La estudiada 
por el equipo CIRAD/INRA consiste en asociar dos genes 
que codifican proteínas entomopatógenas de modos de 
acción diferentes: las toxinas de B.t. y los inhibidores de 
proteasis. Se obtuvieron algodoneros transgénicos que 
habían integrado un gen de B.t. o que expresaban un gen 
inhibidor de proteasis y que produjeron semillas. Más de 
cuatro años después de las primeras obtenciones de 
dicotiledóneas transgénicos, se produjeron arroces 
transgénicos. No obstante, los arroces transgénicos 
regenerados presentan a menudo variaciones respecto a 
las plantas conformes. CIRAD ha comenzado la aplicación 
a la transferencia de resistencia a los barreneros ( Chilo 
suppressalis, Maliarpha separatella, Chilo zacconius) en 
los arroces mediterráneos. El método de transferencia 
utiliza la transformación de los protoplastos. En general, 
la aplicación de la ingeniería genética a las plantas 
cultivadas ha sido menos rápida que lo previsto, pero la 
llegada en el mercado de variedades transgénicos es 
inminente. La difusión en cultivo de las variedades 
transgénicos deberá ir precedida del análisis de las 
consecuencias para las técnicas de cultivo y el medio 
ambiente.
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